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学校給食用脱脂ミルクへのビタミンC添加について（第2報）
脱脂ミルクのピタミソC酸化防止作用について
1　緒　言
1）
前報で脱脂ミルクにビタミンCを添加してその経時的
残存量を調べた結果，比較的高い防止能を示すことを報
告した。
今回はこの酸化防止作用がどのように行なわれるかと
いう点に関心をもち，その主成分である乳タソバク質に
注目してつぎのような推定のもとに当実験を行ない，い
ちおうの結果が得られたのでこゝに報告する。
第－にビタミンCが乳タソ／くク質と何らかの形で結合
することによってその酸化が防止されるのではないかと
いう推定であり，第二に溶液中で酸化を促進させる要
因，たとえば銅イオソ，鉄イオソなどの金属イオソが脱
脂ミルク中の乳タソバク質のもつキレート化剤的性質
により，これらイオソの触媒作用を封鎖するのではない
か，という推定である。
2　実　験
2－1試料
学校給食用脱脂粉乳
武田薬品製　学校給食用ビタミンC（Ⅴ・Cと略記）
品モルEDTA（ェチレソジアミソ四酢酸）
滴定用試薬　和光純薬および関東化学の特級品または
一叔晶を用いた。
2－3　主なる機器
恒温槽　住友電気　サーモボックスⅠ塾と直流電源4
－F塑
遠心分離枚　国産，H－150型B
マグネチックスターラー　東洋濾紙電気定温湯煎式
pH計　粟亜電波製ガラス電極pH計　HM－5A型
2－4　脱脂ミルク（ミルクと略記）の作り方
2）
調製は坂口民らの方法に準じた。すなわち乳タンパク
質とⅤ．Cとの結合の実験に用いたミルクは15gの脱脂粉
乳を100mlの水に，また乳タンパク質のキレート化剤的
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作用の場合には脱脂粉乳30gを100mlの水に溶解して用
いた（2倍濃度）。
3　実験方法
3－1乳タンノミク質とⅤ．C結合
緒言で述べたとおりミルクがⅤ・C酸化防止作用のある
ことは前実験で確めた。そこで，その作用はミルク中の
タソバク質，特にカゼイソとピタミソC間のある結合に
よるものと考え，これを確かめるために第一段階とし
て，いろいろの浪度のⅤ・C溶液をミルクに添加して等電
点ないしはそれ以下のpHとなし，カゼイソの沈穀を生
ぜし払　この沈殿と上澄液中にⅤ・Cがどのように含まれ
るかを測定した。
（1）実験試料の紀合せ
Ⅴ・Cは酸化による経時的変化が著しいので，これの影
響を可能の限り少なくするためにⅤ．C添加順序は，つぎ
のように行なった。
①　⑧　㊥　④　⑥　①　⑦
①⑦　　全体のⅤ．C測定
④⑥　上澄液と沈殿に分離してⅤ．C測定
④住①　重量の測定
Ⅴ・Cは①に添加する直前および⑦に添加した竃後に測
定し，この平均値を添加Ⅴ．C量とした。
（2）上澄液と沈殿中のⅤ．C測定
ミルク10mlを25ml容沈殿管にとり3．5％，4％，5％
のⅤ．C水溶液5mlを，前記の順序で加え，スターラーで
中速度3分間濃拝後，遠心分離して上澄液と沈殿に分け
る。分けた上澄液と沈殿はそれぞれ3％メタリン酸で
Ⅴ・Cを溶出させ50mlに定容する。この液5mlをやはり
3％メタリン酸で20倍に希釈して定量する。
（3）全体（上澄液と沈殿）中のV．C量測定
遠心分離して上澄液と沈殿檻分けるところまでは（1）と
全く同様の操作で行ない，つぎに上澄液と沈殿をもう一
度混合して，3％メタリソ酸でⅤ．Cを溶出させ100m1
5
忙定容する。この液5mlをやはり3％メタリソ酸で20倍
に希釈して定量する。
匝）重量測定
遠心分離して上澄液と沈殿に分け全量を測定し，つぎ
に上澄液，沈殿それぞれの重量を測定した。
（5）Ⅴ．C定量方法
インドフェノールのプタール飽和溶液を母液とし，滴
3）
定用色素液を実験のつど調製使用したほかは乳業界協定
4）
法に準じた遼元塾Ⅴ．C定量方法を採用した。
3－2　乳タンパク質のキレート化剤的作用
Ⅴ．Cの酸化に際して銅イオンや鉄イオソが触族的作用
5），6）
を有することはすでに報告されている。一方EDTAは金
表　3－2
内　　　　　　容
7），8）
属イオン封鎖剤として一般に知られているものであり，
乳タソバク質の金属イオン封鎖能を調べる際の比較とし
て用いた。すなわち銅イオンまたは鉄イオンを含むED
TA溶液，試料であるミルク，標準として純水を用意し，
それぞれにⅤ・Cを加えて経時的にその残存畳を調べた。
銅イオンや鉄イオンの触鉄として働く限界量は100万分
9），10）
の1モルであることが報告されているので，今回はその
10倍の10万分の1モルを添加した。
そのおゝよその方法は次の如くである。
（1）実験方法
実験は300ml容三角フラスコに表3－2に示したよう
な内容の組合せで行なった。
CuSO。添加
PH F　3・19（200C）3・08（50OC）E　6・29（200C）6．18（50OC）
FeC13添加
3．19（200C）3．09（500C）
つぎに経時的に内容物を5mlとり，3％メタリソ酸で
Ⅴ・Cを溶出させ50mlに定零し，さらにメタリン酸で20倍
に希釈して定量を行なった。
傾化促進剤としてf6g爾mOl／lCuS。4，品mol／l
FeCl。を用いた。
0温度規制は200Cと500Cで行なった。（土0．50C）
0添加したⅤ．Cは1000mg％である。
0用いた水はすべて比抵抗1000000β以上　pH6．3～6．5
の純水である。
4　実験結果および考察
4－1　乳タソバク質とⅤ．C結合
まずミルク（pH6了56）10mlに対し異なる濃度のⅤ．C
液5ml加え，その分離状態を調べたところ蓑4－1－1
のようであった。つぎに添加V．C済度が3，5％，4％，
5％についてⅤ．Cの存在を調べた結果を表4－1－2に．
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示した。
表　4－1－1
襲4－1－2において3．5％については，Ⅴ．Cを加え
た後の按拝の仕方，遠心分離の時間等のほんのわずかな
操作のもがいにより分離が不十分のものもあり沈殿状態
が不安定である。しかし一応の傾向がみられたので結果
を掲載した。4％についてもほゞ同様である。
当実験で最も問題になったのは第一に，上野液と沈殿
の重量のバラツキ，第二に沈殿中のⅤ．C溶出方法であり，
長野県短期大学紀要
表　4－1－2
（注）沈殿中Ⅴ．C含量＝添加Ⅴ．C畳一上澄中Ⅴ．C含量
前者は数回同じ実験を行ない，極端な値のものを除外し
その平埼値を求めることによって解決した。後者につい
ては溶出剤の琶頬と沈殿の細砕法がかなり影響すると考
えられ，紳砕ほ溶出剤を加えつゝ，沈殿管中でガラス棒
を使いできるだけていねいに行なった。また溶出剤につ
いては3％メタリン酸と，N／10酢酸および3％メタリ
11）
ソ酸の二通りの溶出剤を用い，さらに50mlの溶出剤で
完全にⅤ．Cを溶出できるかどうかを知るために一度溶出
した沈鮫を遠心分離で集め，再び20mlの溶出剤で溶払
定量を試みた。その結果は表4－1－3である。
表　4－1－3
溶　　出　　剤 慕1引幕2買
3％メタリソ酸
3％メタリソ酸：N／10酢酸（1：1）
3％メタリン酸
3％メタリソ酸：N／10酢酸（1：1）
これらの結果から推論すると，メタリン酪酢酸とも
にⅤ．Cの溶出は完全でなく，細砕法によってかなり影饗
があるように思われる。この問題は機会があれば，さら
に検討したいと考えている。
したがって，添加Ⅴ．C量から上澄液中のⅤ．C量を差引
いて求めた沈殿中の算出Ⅴ・C量と，実際に定量したⅤ．C
量との間に差があることは上記のことが大きな原田と考
えられる。それゆえに，添加Ⅴ．C量と上澄液中のⅤ．C量
ほはゞ完全な値であると考えて，沈敵中のⅤ．C量は添加
Ⅴ．C量から上澄液中のⅤ．C量を差引いたものとするのが
よいと結論し，算出したのが，表4－1－2最後欄であ
る。これ笹よるとすべての結果において1g当りのⅤ▲C皇
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は上澄液より沈毅の方に多く存在することがわかった。
これは恐らく，Ⅴ・Cのカルポキシル基と，乳タンパク質
の75ノ基などの塩基性原子団との間に水素拝島ある
いは静電気的結合がなされているためと推論される。
以上のことから給食用に添加される極めて低濃度の
Ⅴ・Cも乳タンパク質と結合しているものと推定され，・；さ
らにタンパク質とⅤ・Cが結合することによって酸化が防
止されるのではないかと予想される。
4－2　乳タソ／ミグ質のキレート化剤的作用
つぎに金属イオソ封鎖のはたらきがあるかどうかにつ
いて実験し，図4－2－1一国4－2－4のような結果
を得た。
これらの結果から，
（1）標準の純水に比べ，EDTA，ミルクがかなりの
Ⅴ・C酸化防止作用を示し，さらに短時間経過（60分まで）
ではEDT皐とミルクの間に大差は認められないが，180
分後にはすべての結果において，ミルクの方が高残存率
を示した。一方EDTAは溶液として10万分の1モルで
あり，添加したCuH，Fe＋＋＋も10万分の1グラムイオソ
であるから，その金属イオソ封鎖は完全であると考えら
れ，EDTAの場合に，消失したⅤ．Cは金属イオソの触妓
作用を受けない酸化というべきであろう。この点におい
てミルクがEDTAより高い残存率を示したことほ乳タソ
′くク質に金属イオソ封鎖作用があると同時に他にも酸化
を防止する何らかの作用のあることを示唆するものであ
る。
（2）この実験ではいくつかの条件を設けた。第一に金
属イオンとしてCuS04とFeC13を用いたがCu＋＋69万が
酸化促進作用の強いことは結果から明らかである。しか
しその作用は，予想よりはるかに緩慢であり，さらに図
4－2－1に示したように添加CuSO。を10倍にして1万
分の1モルにした結果もやはり緩慢であった。
（3）温度およびpHの影響について考察してみると，
Ⅴ・Cの酸化を支配する因子として酸熟温鼠pH，金
12）
属イオンなどの触媒作用が考えられる。当実験では200C
および500Cで行なったが，その影響は初めの予想より
も少なかった。またpHについては，pHの低い方が一般
に酸化は抑制されるわけであるが，EDTAの場合はPH
3・10～3・20であり，ミルクの場合はpH6．ユ6－6．29であ
って，ミルクの場合は当然酸化が促進されるはずであ
る。にもかゝあらず，EDTAとミルクの酸化防止力を比
較してみると短時間では，EDTAがやゝ優れており，長
時間にわたった場合はミルクの方が優れている。これは
ミルクの酸化防止能が単にキレート化剤として働くため
のみでなく，乳タンパク質とⅤ・Cとの結合による影静が
かなりあるものと推測されるゆえんでもある。
7
図　4－2－1
CuSO。添加　200C　　　共通記号
20　40　60　80100120140160180
－　　　－－テ　経過時間（血）
図　4は2－3
FeC13添加　200C
‾0－－＿
甘、0－－0－－か一一一一一叫一〇
28　40　即　80100120140160180
－　　ニ　　経過時間（l血）
4　要　約
ミルクにおいてⅤ・C残存率が高いことに対する理由づ
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図4－2－2
CuSO4添加　500C
20　40　60　80100120140160180
＞　経過時間（血l）
図　4－2－4
FeC13添加　500C
20　40　60　紳1抑120140160180
ニ　経過時間（血）
けとして次の結論を得た。
（1）ミルクにⅤ・Cを加えて等電点以下にし，沈殿をつ
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くり，上澄液と沈殿（乳タンパク質）中のⅤ・Cの存在を
調べたところ，沈殿の方にⅤ・Cが多く存在することがわ
かった。このことからⅤ．Cは乳タソバク質と何らかの形
で結合して単独の場合よりも酸化に対して安定になった
と考えられる。
（2）Ⅴ．Cを利用する際，用水などに混ずる金属イオソ
のⅤ．C酸化促進作用はミルクによって抑えられ，ミルク
中ではⅤ．Cが金属イオンに対し非常に安定であることが
わかった。同時にEDTAとの比較において，ミルクの方
が高残存率を示したことは，ミルクには金属イオソ封鎖
作用のみでなく，その他にもⅤ・Cを保護する何らかの作
用があることを示唆している。
終りに，この研究は本学後援会学術研究費によってな
されたことを記し，また試料を恵与下された長野県学校
給食会とともに，その厚意に対して深く謝意を表する。
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